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【要約】 
Sphingosine- 1 -phosphate receptor-1 (S1PR1) promotes 
vascular invasion and epithelial-mesenchymal transition in 
human hepatocellular carcinoma 
 
(スフィンゴシン 1リン酸レセプター１は肝細胞癌において
脈管浸潤および上皮間葉転換を促進する) 
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目的 
肝細胞癌は、治療の進歩にもかかわらず、未だ予後不良である。進行肝細胞癌
は術後早期に肝転移再発を来たし易く、とくに脈管浸潤を伴うものは予後不良
と報告されている。Epithelial mesenchymal transition (EMT)は様々な癌において腫
瘍の浸潤や転移の促進における中心的な役割を担っていると報告されており、
また、cancer stemnessは転移再発を促進していると考えられている。しかし、肝
細胞癌においては、このようなメカニズムの制御因子は未だ明確ではない。 
スフィンゴシン 1リン酸 (S1P)はスフィンゴシン 1リン酸レセプターを介して、
細胞増殖、遊走、分化といったさまざまな作用を発揮する脂質メディエーターで
ある。スフィンゴシン 1リン酸レセプターの中で S1PR1、3は腫瘍に深くかかわ
る作用を有しており、様々な癌において腫瘍の遊走性や浸潤能、血管新生を促進
すると報告されている。肝細胞癌において、S1PR発現が EMTや cancer stemness
に関与し、更には S1PRの制御が脈管浸潤を有する肝細胞癌の治療となりうるか
どうかを検討した。 
方法 
2009 年～2012 年に当院で初回肝切除を施行した肝細胞癌 108 例を対象と
し、切除標本に対し、S1PR1と S1PR3の免疫染色を行い、高発現群と低発現群
に分類し、臨床病理学的背景因子を検討した。また、同じ標本に対し、vimentin、
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MMP-9、E-cadherinの免疫染色を行い、S1PR1 の発現との相関関係を検討した。 
肝細胞癌株である HuH7 細胞と HLE 細胞に S1PR1 のアゴニストである
SEW2871、S1PR1 のアンタゴニストである W146 を投与し、種々の細胞実験を
行った。western blotを用いて、S1PR1、EMT markerである E-cadherin、N-cadherin、
vimentin、MMP-9、Snailの発現を評価した。細胞浸潤アッセイを行って、細胞浸
潤能を、3Dカルチャーで細胞の形態変化を、アノイキスアッセイで、アノイキ
ス耐性を評価した。得られたデータは JMP11を用いて統計学的解析を行った。 
結果 
108例中、男性が 85例、女性が 23例であった。年齢の平均は 65±1.0歳で
腫瘍径の平均は 51.3±3.7 mm、術式は拡大葉切除が 4例、葉切除が 13例、区域
切除が 24例、亜区域切除が 48例、部分切除が 19例であった。病理所見として
低分化が 9例、中分化が 76例、高分化が 23例であった。UICCのステージ分類
では Iが 11例、IIが 45例、IIIが 24例、IVが 28例であった。  
S1PR1、S1PR3 ともに高発現群では全生存率と無再発生存率の低下を認めた。
臨床病理学的背景因子において、S1PR1高発現群では門脈浸潤、肝静脈浸潤、肝
内転移、AFP高値、PIVKAII高値例を有意に多く認め、S1PR3の高発現群では、
門脈浸潤例を有意に多く認めた。S1PR1および S1PR3の高発現と低発現を 4群
にわけて比較すると、S1PR3の高発現、低発現に関わらず、S1PR1高発現におい
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て全生存率、無再発生存率の低下を強く認めた。肝細胞癌の全生存率における多
変量解析を行うと、S1PR1の高発現が独立した予後不良因子として抽出され、無
再発生存率に対する多変量解析では、肝炎ウイルス感染、腫瘍径 (≧50mm)、
S1PR1高発現、S1PR3高発現が独立した予後不良因子として抽出された。また、 
EMTマーカーの免疫染色を行うと、vimentin、MMP-9の発現では S1PR1の発
現と正の相関を、E-cadherinの発現と S1PR1の発現とは負の相関を認めた。 
細胞実験において高分化肝細胞癌株である HuH7 細胞と低分化肝細胞癌株で
ある HLE細胞を用いて western blot で EMT マーカーの発現を調べると HLE細
胞では vimentin の発現を強く、HuH7 細胞では E-cadherin の発現を強く認めた。
続いて、SEW2871投与群では HuH7細胞、HLE細胞ともに間葉系マーカーであ
る vimentin、N-cadherin、MMP-9、snailの発現の増強を認め、上皮系マーカーで
ある E-cadherinの減弱を認め、W146投与群では反対の結果を認めた。細胞浸潤
アッセイでは HuH7細胞、HLE細胞ともに S1PR1の活性化にて細胞浸潤能が促
進されることが認められた。つづいて 3Dカルチャーにて細胞の形態変化を評価
すると、HuH7細胞、HLE細胞ともに S1PR1を活性化すると間葉系である spindle 
shaped細胞へと形態変化を示し、S1PR1を抑制すると上皮系である spheroid cyst
へ形態変化を示した。アノイキスアッセイにてアノイキス耐性を評価すると、
HuH7 細胞、HLE 細胞ともに S1PR1 を活性化するとアノイキス耐性の増強を認
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めた。このことから、S1PR1が EMTや細胞浸潤を促進し、cancer stemnessへ関
与していることが示唆された。 
考察 
我々は肝細胞癌において S1PR1高発現が予後不良であり、また、S1PR1高発
現が門脈浸潤や肝静脈浸潤、肝内転移のリスク因子であることを認めた。本研
究において、低分化肝細胞癌代表細胞株である HLE 細胞では高分化肝細胞癌
代表細胞株である HuH7細胞に比べて S1PR1、vimentinの発現が強く、また、
S1PR1の活性化にて Snailが増強し、EMTと細胞浸潤が促進された。このこと
から S1PR1の発現の増加が門脈浸潤や肝静脈浸潤を引き起こし、予後不良を来
たしたと考えらえた。 
Cancer stemnessとは腫瘍の自己複製能や多分化能などの性質であり、転移や再
発に関連していると報告されている。本研究では S1PR1を活性化することによ
り、3Dカルチャーにて細胞の分化が変化することを示し、アノイキスアッセイ
ではコロニーフォーメーションが促進されることを示した。このことから
S1PR1の活性化は腫瘍の浸潤能の促進だけでなく、cancer stemnessの獲得にも
関与し、腫瘍細胞の転移先において、腫瘍細胞の細胞死を抑制することから、
肝内転移や遠隔転移に寄与する可能性が考えられた。 
以上より、S1PR1は EMTを通して細胞浸潤を促進し、cancer stemnessの獲得
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により、肝内転移や血行性転移を起こし、肝切除後の予後不良な結果へと寄与す
る可能性が考えられた。この結果から脈管浸潤を有する肝細胞癌患者に対し、
S1PR1の制御は肝細胞癌の新たな治療標的となりうることが考えられた。 
